
































 Notch 遺伝子は膜貫通型レセプターで, 細胞の分化・運命決定に関与している。 ヒト Notch
 遺伝子の突然変異は白血病や家族性脳梗塞・痴呆症な どの疾患に関与 していることが最近報告さ
 れ臨床的にも注目されている。 一方, マウス Notch4/int3 ではレトロウイルスの Mouse Mam-
 mary Tumor Virus が挿入することにより, その細胞内 ドメイ ンが過剰発現して乳腺の発達・
 分化の異常, さらに乳腺腫瘍を引き起こすことが知られている。 このため Notch4/int3 もさま
 ざまなヒト疾患の病態に関与していることが想定される。 しかしヒト Notch4/int3 cDNA は未
 だク ローニ ングさ れていないため, ヒ ト疾患との関連にっ いて は必ずしも十分には検討されてい
 ない。 そこで著者はヒトNotch4/int3 cDNA をクローニングすることによりヒト疾患の病因・
 病態との関連性について解明する目的で, ヒト培養細胞株を用いて in vitro でのヒト No七ch4/
 int3 の解析を進めた。
 最初にヒト胎盤 cDNA ライ ブラリーから PCR 法でヒト Notch4/int3 cDNA をクローニング
 した結果, この遺伝子は全長 6714bp の塩基配列で, マウス Notch4/int3 と比較して 87%の相同
 性を認めた。 次にほぼ全身にわたるヒト正常組織と8例の乳癌, 7例の肺癌, 4例の大腸癌培養
 細胞株において Notch4/int3 RNA の発現をノザンブロットで解析した結果, 全長 6.7kb の
 RNA が大脳と白血球以外のほぼ全正常組織で発現 しており, 特に心臓で強い発現が認められた。
 これに対して 1.8kb truncated RNA が, 正常精巣組織と乳癌細胞株 BT474 と Hs578T, 小細胞
 肺癌細胞株 H69, 非小細胞肺癌細胞株H157, 大腸癌細胞株 SW480 で全長6.7kb RNA と比べて
 相対的に過剰発現していた。 プライマー伸長法を用いてこの L8kb truncated RNA の転写開始
 点が, 細胞内 ドメイ ンの CDC10 repeats の5'末端側の intron 26 内に2ヵ所存在することを同
 定した。 さらに RT-PCR 法を用いて正常ヒト精巣組織と Hs578T, H69, SW480 においても, 同
 じ転写開始点からL8kb truncated RNA が発現することを確認した。 この L8kb trmcated
 RNA から翻訳されうる予想分子量 42.8kDa truncated Notch4/int3 蛋白を同定するために最初
 に in vitro translation 法を用いて, 第1CDClO repeat の 12 番目のアミノ酸であるメチオニ
 ンに翻訳開始コ ドンと して活性があることを証明した。 っ ぎに1次抗体と して6番目の CDC10
 repeat を認識するウサギポリクローナル抗体 (α341) を用いてウエスタンブロ ットを行った結
 果, 43kDaの蛋白に相当するバンドが, 1.8kb Notch4/int3 RNA を発現していた正常ヒト精巣,
 SW480, H69, Hs578T で認めた。 以上からこの新たな 43kDa truncated Notch4/int3 蛋白は,
 CDC10 repeatsとC末端領域のみから構成されており, CBF-1 (C Promoter Binding Factor)
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 結合部位を含んでいないことが判明した。
 次にこの 七runcated Notch4/int3 蛋白の生物学的活性をみるために, dexamethasone で発現
 誘導可能なベクター pMAMneo に1.8kbp trunca七ed cDNA を insert して発現ベクターを構築
 し, ヒト正常乳腺培養細胞株MCFlOA に遺伝子導入した後, soft agar 法を行った。 その結果
 は, この trunca七ed Notch4/int3 蛋白を発現している MCF10A では 2mm 前後の大きなコロニー
 が多数観察され, t検定を行った結果, サイ ズ別コロニー数は, 陰性コント・一ル群と比べて有
 意 (p<0.05) に多かった。 以上よりこの truncated Notch4/int3蛋白は, CBF-1 を介さないシ
 グナ ル伝達経路で標 的遺伝子を活性化 し, 細胞に対 して未分化な状態の維持あるいは トラ ンスフォー
 ムさせる生物学的作用 を持っていることが今回の研究で解明された。
 L8kb truncated RNA が, すべての組織の幹細胞 (stem ce11) と考えられる germ cell の存
 在する正常精巣組織とヒト癌培養細胞株の両者で相対的過剰発現 している事を考慮する と, この
 L8kb truncated RNAの発現機序を明らかにすることは, 幹細胞を未分化な状態に維持する機
 構とその異常で起こりうる腫瘍化機構の両者を解明 しう ること が期待され る。
 一487一
 審査結果の要旨
 Notch 遺伝子は細胞の分化・運命決定のう ち側方抑制の過程で働く膜貫通型 レセ プターで,
 ヒト Notch1 およ び3の異常とヒ ト疾患との関連について最近報告され臨床的に注目さ れている。
 しか し, ヒトNotch4/int3 cDNA は未だクローニングされていないため, ヒト疾患との関連に
 ついて は必ずしも十分に検討されていな い。 そこで我々はヒト Notch4/int3 とヒ ト疾患の病因・
 病態との関連性について解明する目的で, cDNA クローニング後 in vitro でのヒトNotch4/int3
 の解析を進めた。
 ヒ ト胎盤 cDNA ライ ブラリーから全長 6714bp のヒト Notch4/int3 cDNA をクローニングし
 た。 この全長 6.7kb の RNA は, ノザンブロット解析の結果, 大脳と白血球以外のほぼ全正常組
 織で発現していることを確認した。 興味深いことに全長 6.7kb の他に L8kb truncated RNA が,
 正常精巣組織と8例の乳癌細胞株中 BT474 と HS578, 7例の肺癌細胞株中 H69 と H157, 4例
 の大腸癌細胞株中 SW480 で相対的に過剰発現 していることを発見した。 プライマー伸長法と
 RT-PCR 法を用いてこの 18kb truncated RNA の転写開始点が, 細胞内 ドメイ ンの CDC10
 repeats の 5' 末端側の intron26 内に2カ所存在することを同定した。 そして in vitro transla-
 tion 法とウエスタンプロット法を用いてこの truncated RNA から翻訳されうる予想分子量
 42.8kDa truncated Notch4/int3 蛋白が実際に翻訳されていることを確認した。 さらにこの
 truncated 蛋白の生物学的活性をヒ ト正常乳腺培養細胞株 MCF10A に遺伝子導入後 soft agar
 法を用いて解析した。 その結果は, この truncated Notch4/int3 蛋白を発現 している MCF10A
 では2㎜前後の大きなコロニーが多数観察され, サイ ズ別コロニー数は, 陰性コントロール群と
 比べて有意に多かった。 ・
 以上本研究では, ヒトNotch4/int3 cDNA をクローニングし, 新たな 43kDa truncated
 Notch4/ int3 蛋白が正常精巣組織とヒ ト癌培養細胞株の一部で相対的に過剰発現 していることを
 発見した。 この蛋白は, 細胞内 ドメインのうち CBF-1 (C Promoter Binding Factor) 結合部
 位を含まない CDC10 repeats とC末端領域から構成されていた。 そしてこの truncated 蛋白は,
 CBF-1 を介さないシグナル伝達経路で標的遺伝子を活性化 し, 細胞に対 して未分化な状態の維
 持あるいは トランスフォームさせる生物学的作用を持っていることが今回示唆され, 今後の幹細
 胞を未分化な状態に維持する機構とその異常で起こりうる腫瘍化機構の両者を解明する上で重要
 であり, 学位に値する研究である。
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